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物の生活環境において多種多様な機能を発現している (Jaganath and Crozier, 
2010)。 
現在までに報告されているフラボノイドの種類は6000以上であり、まだこの数は
増加している (Harborn and Williams, 2000)。フラボノイドは3つの炭素原子によ
り結合している2つのベンゼン環から成るFlavanを基本骨格とするポリフェノール





(Crozier et al., 1997)。FlavoneはEpigeninやLuteolinが代表的な例であり、セロリ、
パセリ、チョウセンアザミに含まれていると報告されている  (Jaganath and 
Crozier, 2010)。Flavan-3-olも植物に広く存在し、ヒトにおいて食品からの摂取量が
非常に多く、食品の渋味や苦味、酸味、甘味、唾液、粘性、アロマ、色素形成など








在する色素として知られている (Jaganath and Crozier, 2010)。 
フラボノイドおよびフェノール化合物は植物中に蓄積され、組織の保護作用、花
粉を運ぶ媒体である昆虫、哺乳類、鳥類などの誘引物質、アレロパシー作用物質、
紫外線保護剤などとしての役割を果たす (Jaganath and Crozier, 2010)。フラボノ
イド中でFlavonolおよびIsoflavoneはそれぞれ280~320 nmのUV-Bに対する保護作
用や害虫からの防御作用が見られ、Anthocyaninは光分解反応から葉緑体を保護す
る(Jaganath and Crozier, 2010)。このような作用を示すフラボノイドおよびフェノ
ール性化合物は様々な産業分野に応用されており、染料、布や生地、接着剤、ワッ
クス、香料添加剤、医薬品、香料などの分野で使用され、新規な医薬品、抗生物質、
殺虫剤、除草剤の原料としても期待されている (Dewick, 2002)。 
近年、フラボノイドなどのフェノール性化合物は人々の健康に有益な機能性が多
く確認されている。フラボノイドなどのフェノール性化合物は抗ガン性、抗アレル
ギー性、抗炎症性などの作用を有することが知られている (Riboli and Norat, 2003; 
Das and Rosazza, 2006)。また、コレステロールレベルの低下、血圧の低下、酸化







の味、香り、色などにも関連している (Guo et al., 2004; Zhong et al, 2008)。緑茶
に含まれている主な成分はカテキン類であるが、チャ (Camellia sinensis L.) のカ
テキンの含量は乾燥方法および栽培した地域や栽培の条件により差異が見られる 
(Mckay and Blumberg, 2002)。 
茶に含有されるカテキン類は主に4つであり、 (-)-Epicatechin (EC)、 (-) -
Epigallocatechin (EGC)、(-)-Epicatechin Gallate (ECG)、(-)-Epigallocatechin 
Gallate (EGCG)である (Zhong et al, 2008)。茶カテキン類の50%以上はEGCGであ
り、次いでEGC、ECG、ECの順で含まれている。また、(-)-Gallocatechin (GC)、 
(-)-Catechin Gallate (CG)、(-)-Gallocatechin Gallate (GCG)、(-)-Catechin (C) も
微量に加工された茶に含まれている (Demeule et al., 2002)。 
カテキン類は抗酸化活性、抗腫瘍活性、抗変異原性作用、抗炎症活性、血糖低下
作用、インスリン分泌の抑制作用などが報告されており  (Nagle et al, 2006; 
Hagerman et al, 2003; Shi et al, 2000; Ahmed et al, 2002; Sakuma et al., 2013)、
機能性成分として医薬品、健康、食品、化粧品分野で広く利用できると考えられる 
(Zhong et al, 2008)。 
 
1.3 茶の分類 












茶と呼ばれる (Wulandari et al., 2011a; Wan and Zhang, 2008; Tamura et al., 
1994)。この微生物醗酵茶の製造工程では必ず微生物が関与し、好気性菌や嫌気性菌





石茶などが含まれる (Ishimaru et al., 2012a; Tamura et al., 1994)。 
醗酵工程における茶の主な成分であるカテキン類の変化に関して研究が進められ
ている (Zhu et al., 2015)。カテキン類は緑茶に多く含まれるが、それは生葉を収穫
後すぐに蒸すまたは炒ることによりポリフェノール酸化酵素や付着している天然の





は醗酵茶の色や香味に関与する (Chen et al., 2010)。 
茶の生産および消費量の統計データによると、全体の約78％が紅茶、20％が緑茶
であり、残りの2％以下に烏龍茶などが含まれる (McKay and Blumberg, 2002)。紅
茶は主に西洋諸国およびインドなどの一部のアジア諸国で消費され、緑茶は主に中
国、日本、韓国、中東および少数の北アフリカ諸国で消費されている。烏龍茶は台
湾や中国南東部のみで生産ならびに消費されている (Karori et al., 2007)。一方、微
生物醗酵茶は主に中国や日本で消費されているが、緑茶や紅茶より消費量が少ない 






や香味に大きく影響を及ぼす (Kapoor et al., 2013)。プーアル茶は赤色や褐色の色
調を有し、発酵の進行や醗酵期間により特異的に生成される独特な香味を持ってい
る (Jeng et al, 2007)。 
醗酵工程で微生物の酵素による反応や各成分の自動酸化、分解反応などが起きる
ため、微生物醗酵茶はその成分組成が他の茶種と異なる (Guo et al., 2004)。微生物
醗酵茶では微生物の作用により茶葉に含まれているカテキン類が分解され、醗酵の
進行に伴い、カテキン類の含量は減少することが報告されている (Jiang et al., 
 6 
2011; Zuo et al., 2002)。微生物醗酵茶中には醗酵生成物であるGABAなどのアミノ












決定される (Abe et al., 2008)。プーアル茶は水分を調整した茶葉を室温で長期間醗





る (Jeng et al, 2007)。しかし、貯蔵期間1年と10年のプーアル茶においてマウスを
用いた急性毒性試験を行ったところ、それらのLD50は緑茶よりも低かったとの報告
があり (Guo et al., 2004)、プーアル茶の安全性に関する追加研究が必要であると考
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えられる。 
微生物醗酵茶の製造に使われる微生物にはAspergillus, Blastobotry, Mucor, 
Penicillium, Rhizopus, Saccharomyces, Trichoderma, Fuasrium, Yeastなどの代表
的なカビやバクテリアがある (Yuh et al., 2010; Abe et al., 2008; Xu et al., 2005; 
Zhao et al., 2010)。その中でもAspergillusが微生物発酵茶の重要な微生物である 
(Zhao et al., 2015)。 
微生物醗酵茶には高脂血症抑制効果 (Oyaizu et al., 2005)、動脈硬化抑制効果 
(Hou et al., 2009b)、高コレステロール血症抑制効果 (Yang and Koo, 1997)、脂質
合成抑制作用 (Chiang et al., 2006)、ウイルス抑制免疫作用 (Noguchi et al., 2008)、
NO生産抑制効果 (Ku et al., 2010)、抗癌作用 (Zhao et al., 2011)などが報告されて
おり、機能性食品として注目されている。微生物醗酵茶は製造工程に微生物が関与
するので、カテキン類などの含有量は緑茶とは異なり、上述した薬理作用はカテキ
ン類以外に起因するものと推定されている (Miyamura et al., 2008)。 
醗酵は昔から食品の保存性の強化や栄養性の質を高めるために使用された技術の
一つであり、醗酵工程で食品の栄養素および非栄養素の比率が変化したり、新しい
成分が生成したりする (Zhang et al., 2012)。新たなカテキン酸化物は日本と中国の
微生物醗酵茶などから発見された。日本の微生物醗酵茶からTeadenol Aおよび
Teadenol B、日本で生産されたプーアル茶からECおよびEGCの代謝産物が発見さ
れた (Tanaka et al., 2011; Wang et al., 2001)。また、中国の伝統的な微生物発酵茶
であるプーアル茶とLiu-pao teaからそれぞれTeasperolおよびTeasperin (Kanagae 
et al., 2013)、Puerins A-Fが単離された (Zuou et al., 2005; Tao et al., 2014)。また、
中国の微生物醗酵茶であるFuzhuan teaではFlavan-3-olの誘導体であるFuzuanins 
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A-Fが発見された (Ling et al., 2010; Luo et al., 2013; Zhu et al., 2015)。この中で




その製品が市販され始めた。この醗酵茶はAspergillus sp. (FARM AP-21280) を用
いた微生物醗酵茶で、生成した新規ポリフェノール成分であるTeadenol Aおよび
Teadenol Bが分離された (Wulandari et al., 2011a, 2011b)。この両化合物は各々(-)-
Epigallocatechin 3-O-gallate (EGCG)および(-)-Gallocatechin 3-O-gallate (GCG)か
ら生合成されると報告され、Aspergillus sp. (FARM AP-21280)の酵素反応によりカ
テキン類から生成される (Wulandari et al., 2011c)。この化学構造式をFig. 2に示す。
このTeadenol AおよびTeadenol Bは機能性成分として注目され、脂肪細胞のアディ
ポネクチンの分泌促進作用、PTP1B (Protein Tyrosine Phosphatase 1B) の発現抑
制作用に関する研究が報告されており、新しい抗メタボリックシンドローム成分と
して期待されている (Yanagita et al., 2011a, 2011b)。 
Teadenol AおよびTeadenol BはAspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生
物醗酵茶に含有されるが (Wulandari et al., 2011a, 2011b)、この含量は非常に微量








させることにより簡便な方法でTeadenol AおよびTeadenol Bを得る必要がある。 
そこで本研究では、この微生物醗酵茶のTeadenol AおよびTeadenol Bの効率的生








第2章 Teadenol AおよびTeadenol B標準品の単離 
カテキン類から微生物醗酵により生成した新規ポリフェノール成分である




第3章 カテキンを出発原料とするTeadenol AおよびTeadenol Bの生産 
Aspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いて液体培養及び固体培養を用いて 
Teadenol AおよびTeadenol Bの生産条件を検討した。そこで、微生物の生育の状態
およびTeadenol AおよびTeadenol Bの生産量を検定した。 
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第4章 EGCGおよび緑茶粉末を用いたAspergillus sp.の培養上清からTeadenol Aお
よびTeadenol Bの調製 






































Fig. 1. Classification of Teas by the Manufacturing Process. 







     














































Fig. 2. Chemical Structures of Teadenol A (A) and Teadenol B (B). 













茶はチャ (Camellia sinensis L.) の葉や茎を原料として、世界で広く消費されて
いる飲料の中で一つである (Sang et al., 2005)。特に茶は抗酸化成分を多量に含有
している食品として知られている。茶抽出液から血圧の降圧作用、抗変異原活性 
(kurita et al., 2010)、抗肥満活性 (Murase et al.,2002)、抗酸化作用 (Salah et al., 
1995)、抗腫瘍作用 (Suganuma et al., 2003)、コレステロール低下作用 (Yang and 
Koo, 2000) などが報告されている。 
茶抽出液から得られる上記の効果は茶に含まれているポリフェノール類に起因し
ていると考えられる (Xie et al., 2013)。茶ポリフェノールの誘導体は緑茶 (不醗酵
茶)、ウーロン茶 (半醗酵茶)、紅茶 (醗酵茶、前醗酵茶) 等の茶に様々な構造や含量
で存在している (Peterson et al., 2005)。 
日本において特定の微生物を利用し、醗酵処理を行う醗酵茶が開発され、その製
品が市販され始めた (Wulandari et al., 2011b; Ishimaru et al., 2012a)。これらの化
合物の醗酵茶はAspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生物醗酵茶で、新規
ポリフェノール成分であるTeadenol AおよびTeadenol Bが分離された (Wulandari 
et al., 2011b)。Teadenol AおよびTeadenol Bは緑茶、烏龍茶、紅茶には全く存在し
ない。この化学構造式をFig. 2に示す。Teadenol AおよびTeadenol Bは機能性成分
として注目され、脂肪細胞のアディポネクチンの分泌を増大させ、Protein Tyrosine 
Phosphatase 1B (PTP1B) の発現を抑制すると報告されており、新しい抗メタボリ
 14 










2.2.1 Teadenol Aの単離 
 
2.2.1.1 実験材料 
Aspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生物醗酵茶の茶葉粉末は (株) リバ
ーソン (静岡) から供与された。 
 
2.2.1.2 Teadenol Aの抽出液の調製 
Teadenol Aの抽出は、茶葉粉末 (200 g) に800 mlの80% エタノールを加え、室
温で一晩攪拌した後、Advantec No.2 (Advantec、東京) ろ紙を用いて吸引ろ過し、
ろ液はロータリーエバポレーターを用いてアルコール分を除去した。吸引濾過の残
査は800 mlの蒸留水を加え、80℃で一晩静置して、遠心分離 (4,600 × g、30分間) 
を行った。濃縮した80% エタノール抽出物とこの上清を合わせ、抽出液とした。茶
 15 
葉粉末200 gからの操作を2回繰り返して、茶葉粉末合計400 gから抽出液を調製した。 
 
2.2.1.3 カラムクロマトグラフィーによるTeadenol Aの分離 
抽出液の2分の1量 (2.0 L) を一回のクロマトグラフィーに供した。抽出液2.0 Lを
Diaion HP 20 カラム (Φ7 × 44 cm、三菱化学株式会社、東京) に流速 980 ml/hで
負荷した。負荷した後、7 Lの水で非吸着物を洗浄し、次いで20% メタノール、
40% メタノール、60% メタノール、80% メタノール、100% メタノールを各々7 
Lずつ流し、カラム中の吸着物を溶出した。残りの2分の1量 (2.0 L) を上記と同様に
分離を行い、40% メタノール溶出液を集め、ロータリーエバポレーターで濃縮した。
この濃縮液を水で平衡化したSephadex LH-20 カラム  (Φ4 × 50 cm、GE 
Healthcare、Little Chalfont、UK) に流速 36 ml/hで負荷した。水で洗浄した後、
60% メタノールで溶出し、溶出液は20分間ごと分画した。 
 
2.2.1.4 HPLCによるTeadenol Aの精製 
Diaion HP 20およびSephadex LH-20 カラムクロマトグラフィーで分離した後、
分取用HPLCを用いて精製を行った。HPLCはPU-980 Intelligent HPLC Pump (日
本分光、東京) を用いた。カラムはInertSustain™ C18 (Φ10 × 250 mm、5 µm、
GLサイエンス、東京) を使用し、溶離液および濃度勾配は(A)  0.1% Formic acid水
溶液、(B) Acetonitrileを用い、90% A (0分) → 46% A (24分後)→ 37% A (53分後) → 




2.2.1.5 Teadenol Aの純度検定 
分取HPLCで調製したTeadenol AはDMSOで濃度1 mg/150 μlに調整した後、
HPLCを用いて純度検定を行った。HPLCはPU-980 Intelligent HPLC Pump (日本
分光、東京) を用い、検出器はUV-970 Intelligent UV/VIS Detector (日本分光、東
京) を用いた。カラムはInertSustain™ C18 (Φ4.6 × 250 mm、5 μm、GLサイエン
ス、東京) を使用し、移動相および濃度勾配は(A) 0.1% Formic acidを含む10 mM 
Ammonium acetate水溶液、(B) Acetonotrileを用い、95% A (0分) → 50% A(30分





2.2.1.6 Teadenol Aの構造の確認 
単離したTeadenol Aの化学構造をNuclear magnetic resonance (NMR) により分
析を行った。Teadenol AのNMRスペクトルはAVANCE 600 (600 MHz 1H NMR、
Bruker、Billerica、MA、USA) で測定した。Tetramethyl silane (TMS) を内部標
準として使用した。調製したTeadenol Aは、9 mgをDMSO-d6 0.75 mlに溶解した後、
遠心分離 (5,510 × g、5分間) し、上清をNMRチューブに入れ、分析を行った。 
 
2.2.1.7  Teadenol AのHPLC分析における検量線の作成 





2.2.1.8 微生物醗酵茶中のTeadenol Aの定量 
茶葉粉末 0.15 gを10 mlの80% エタノールに懸濁し、室温で一晩攪拌した。抽出




2.2.2 Teadenol Bの単離 
 
2.2.2.1 実験材料 
Aspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生物醗酵茶の茶葉は (株) リバーソ
ン (静岡) から供与された。 
 
2.2.2.2 Teadenol Bの抽出液の調製 
茶葉の抽出は、Ishimaruら  (2012a) の方法に準して行った。Aspergillus sp. 
(FARM AP-21280) で醗酵した微生物醗酵茶の茶葉の800 gを布袋に入れ、3 Lの熱
水 (90℃) を加え、3時間静置して抽出した。デカンテーションにより抽出液を回収





2.2.2.3 カラムクロマトグラフィーによるTeadenol Bの分離 
この抽出液の1/2量 (1.4 L) を一回のクロマトグラフィーに負荷した。抽出液 1.4 
Lを水で平衡化したDiaion HP 20カラム (Φ4 × 50 cm 、三菱化学株式会社、東京) 
に流速 500 ml/hで負荷した。負荷した後、1.5 Lの水で非吸着物を洗浄した。次い
で4 Lの60% メタノール、3 Lの100% メタノールで吸着物を溶出した。得られた
60% メタノール溶出液を画分1とし、100% メタノール溶出液を画分2とした。同様
に残りの1/2量 (1.4 L) を上記と同様に分離を行い、相同の画分を合わせ、ロータリ
ーエバポレーターで濃縮した。そのうち60% メタノール溶出画分は水で平衡化した
Sephadex LH-20カラム (Φ3.5 × 50 cm、GE Healthcare、Little Chalfont、UK) 
に流速 36 ml/hで負荷した。水洗後、50% メタノールで溶出し、溶出液を30分間ご
とに分画した。一方、100% メタノール溶出画分はロータリーエバポレーターで濃
縮した後、水で平衡化したSephadex LH-20カラム (Φ3.5 × 50 cm、GE Healthcare、
Little Chalfont、UK) に流速 36 ml/hで負荷した。水で洗浄した後、50% メタノー
ルで溶出し、溶出液を30分間ごとに分画した。 
 
2.2.2.4 HPLCによるTeadenol Bの精製 
Diaion HP 20およびSephadex LH-20 カラムクロマトグラフィーで分離した後、
分取用HPLCを用いてTeadenol Bの精製を行った。HPLCはPU-980 Intelligent 
HPLC Pump (日本分光、東京) を用いた。カラムはInertSustain™ C18 (Φ10 × 250 
mm、5 µm、GLサイエンス、東京) を 使用し、 溶離液および濃度勾配は(A) 0.1% 
Formic acid水溶液、(B) Acetonitrileを用い、90% A (0分) → 37% A (33分後) → 34% 
A (43分後) → 20% A (45 分後) で溶出した。流速は2 ml/minにした。サンプルは
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2.2.2.5. Teadenol Bの純度検定 
微生物醗酵茶の茶葉から得られたTeadenol Bはメタノールで濃度1 mg/100 μlに調
整後、HPLCを用いて純度検定を行った。HPLCはPU-980 Intelligent HPLC Pump 
(日本分光、東京) を用いた。検出器はUV-970 Intelligent UV/VIS Detector (日本分
光、東京) を用いた。カラムはTOSOH ODS 80TS (Φ4.6 ×250 mm 、5 μm、 
TOSOH、東京) を使用し、移動相および濃度勾配は (A) 0.1% formic acid水溶液、
(B) acetonitrileを用い、90% A (0分) → 20% A (30分後) で分析を行った。流速およ
び検出はそれぞれ0.6 ml/min、280 nmの吸光度で測定した。得られたデータは
Chromato-PRO (ランタイムインスツルメンツ、神奈川) を用いて解析した。 
 
2.2.2.6 Teadenol Bの構造の確認 
単離したTeadenol Bの化学構造をNuclear magnetic resonance (NMR) により分




2.2.2.7 Teadenol BのHPLC分析における検量線の作成 





2.2.2.8 微生物醗酵茶中の茶葉のTeadenol Bの定量 
微生物醗酵茶の茶葉 0.5 gを25 mlの熱水に懸濁し、室温で3時間放置した後、遠






2.3.1 Teadenol AおよびTeadenol B標準品の単離 
 
2.3.1.1 Teadenol A標準品の単離 









2.3.1.2 Teadenol B標準品の単離 
Diaion HP 20およびSephadex LH-20を用いたカラムクロマトグラフィー、さら
に分取用HPLCを用いて微生物醗酵茶の茶葉からTeadenol Bの精製を行った (Fig. 





った (Fig. 5B)。 
 
2.3.2 Teadenol AおよびTeadenol Bの構造解析 
調製したTeadenol AおよびTeadenol Bの構造を確認するため1H NMR分析を行っ
た。その結果をそれぞれFig. 6およびFig. 7に示す。また、各シグナルの帰属と文献
値との比較をTable 1およびTable 2に示す。Teadenol AおよびTeadenol Bのシグナ
ルはWulandariら  (2011b) の結果とよく一致し、精製した化合物はそれぞれ
Teadenol AおよびTeadenol Bと確認された。 
 
2.3.3 Teadenol AおよびTeadenol BのHPLC分析における検量線の作成 
精製したTeadenol AおよびTeadenol B標準品を用いて検量線を作成した。Fig. 8
にTeadenol AおよびTeadenol Bの検量線を示す。Fig. 8より、Teadenol Aは2.50－





2.3.4 微生物醗酵茶中のTeadenol AおよびTeadenol Bの含有量の測定 
作成したTeadenol AおよびTeadenol Bの検量線を用いて、茶葉粉末中のTeadenol 
Aの定量、微生物醗酵茶の茶葉中のTeadenol Bの定量を行った (Fig. 9)。Table 3に
茶葉粉末 1 g当りのTeadenol Aおよび微生物醗酵茶の茶葉 1 g当りのTeadenol Bの
含有量を示す。Table 3より、茶葉粉末 1 g当りでは、Teadenol Aが1.35 mg含まれ
ていた。また、微生物醗酵茶の茶葉 1 g当りには、Teadenol Bは0.26 mg含まれてい
た。Ishimaruら  (2012a) によると、微生物醗酵茶の市販品には1 g当りに、











醗酵茶の茶葉からのTeadenol Bの収率を求めた結果をTable 3に示す。Table 3より、
Diaion HP 20およびSephadex LH-20を用いたカラムクロマトグラフィー、分取用
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Table 1. 1H NMR Data of Teadenol A 
 Wulandari et al (2011b) The present study 
Position δH δH 
2 4.56 (1H、s) 4.58 
3 4.36（1H、m） 4.38 
4 2.76（2H、m） 2.76 
5 - ‐ 
6 5.91（1H、d、J=2.3 Hz） 5.92 
7 - ‐ 
8 5.64（1H、d、J=2.3 Hz） 5.65 
9 -  
10 -  
11 -  
12 -  
13 6.51（1H、d、J=0.9 Hz） 6.53 
14 - ‐ 
15 5.27（1H、br.s） 5.29 
 9.33（1H） 5.41 
16 - ‐ 
5-OH 9.00（1H） 9.02 













Table 2. 1H NMR Data of Teadenol B 
 Wulandari et al (2011b) a) The present study b) 
Position δH δH 
2 4.36（1H、d、J=10.5 Hz） 4.41 
3 4.01（1H、m） 4.01 
4 2.66（1H、dd、J=10.3、15.7 Hz） 2.52 
 3.20（1H、dd、J=5.9、15.7 Hz ） 3.04 
5 - ‐ 
6 5.96（1H、d、J=2.3 Hz） 5.97 
7 - ‐ 
8 5.91（1H、d、J=2.3 Hz） 5.81 
9 - - 
10 - - 
11 - - 
12 - - 
13 6.63（1H、s） 6.54 
14 - ‐ 
15 5.33（1H、s） 5.36 
 5.51（1H、s） 5.37 
16 - ‐ 
5-OH  9.17 
7-OH  9.49 




















































Fig. 9．HPLC Chromatograms of Post-fermented Tea Powder (A) and Post-
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Table 3. Summary of the Purification of Teadenol A and Teadenol B 










Extract of tea powder 540 100   
Diaion HP20 and Sephadex 
LH20 Chromatography 
    
60% MeOH 152 28.1   
Preparative HPLC 100 15.5   
Extract of tea leaves   210 100 
Diaion HP20 and Sephadex 
LH20 Chromatography 
    
60% MeOH   25 11.9 
100% MeOH   21 10.0 




















(Jiang et al., 2011; Zuo et al., 2002)。一方、微生物醗酵茶には醗酵により新たな化
合物の生成も観察され、構造および生理活性がまだ不明な成分が数多く存在するこ
とから、化学的あるいは薬学的な研究が進められている。 
最近日本では、Aspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生物醗酵茶中に生
成された新規ポリフェノール成分であるTeadenol AおよびTeadenol Bが発見された 
(Wulandari et al., 2011b)。このTeadenol AおよびTeadenol Bは緑茶、烏龍茶、紅茶
には全く含有されず (Wulandari et al., 2011a)、Aspergillus由来の酵素反応により
それぞれEGCGおよびGCGから変換されると報告されている (Wulandari et al., 
2011c)。 
日本で市販されているAspergillus sp. (FARM AP-21280)を用いて醗酵した微生物
醗酵茶中のTeadenol AおよびTeadenol Bの含量には差異が認められた (Wulandari 
et al., 2011a; Ishimaru et al., 2012b; Nakayama et al., 2015)。このTeadenol Aおよ







生物酵素、微生物多糖類等の生産に利用されている (Demain, 2000; Wilike, 2000; 
Wang et al., 2005)。 
微生物の培養法のうち、液体培養は固体培養より低コストで他の微生物による汚







にも応用されている (Chang and Chang, 2014)。 
そこで第3章では、Teadenol AおよびTeadenol Bの効率的な生産方法を確立するた
めに、茶葉を醗酵するのではなく、カテキン類を出発原料として両化合物を生産す






Teadenol AおよびTeadenol Bの生成に使用した微生物Aspergillus sp. (FARM AP-
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21280) は株式会社リバーソン (静岡) から供与された。食品添加物用EGCGおよび
緑茶粉末はそれぞれ茶研究・原事務所株式会社 (東京) と株式会社水上房吉商店 (静
岡) から購入した。Epigallocatechin (EGCG) とGallocatechin gallate (GCG) の標
準品は和光純薬工業株式会社 (大阪) から購入した.  
微生物醗酵茶 (山吹撫子) は株式会社リバーソン (静岡) から供与された。日本産









EGCGのみを含む培地の調製は参考論文 (Wulandari et al., 2011c) の方法で行っ





として用いた。本実験で使用したCzapex-Dox改変培地はNaNO3 3.0 g/L、K2HPO4 
1.0 g/L、MgSO4•7H2O 0.5 g/L、KCl 0.5 g/L、FeSO4•7H2O 0.01 g/L、Sucrose 0.5 
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g/Lで調製した。この基本培地にEGCGを終濃度0.1% (w/v)、1.0% (w/v)、2.0% (w/v)、
5.0% (w/v)、7.0% (w/v) になるように溶解し、4 N HClでpH 6.0に調節した。この




緑茶粉末を終濃度0.5% (w/v)、1.0% (w/v)、1.5% (w/v)、2.0% (w/v)になるように




Aspergillus sp. (FARM AP-21280) はPotato Dextrose Agar (PDA) 培地上で25℃
で2週間培養を行った。PDAで培養したAspergillus sp. (FARM AP-21280) を寒天培
地ごと1 cm x 1 cmで接種し、暗黒下、25℃、120 strokeの条件で培養した。 
 
3.2.2.3 経時変化の測定 
 培養液は一定時間ごとに15.0 ml (5.0 ml × 3本) ずつマイクロチューブに採取し






3.2.3 固体培養によるteadenol Aおよびteadenol Bの生産 
 
3.2.3.1 試験用培地の調製 
緑茶粉末を終濃度1.0% (w/v)、2.0% (w/v)になるように添加した小麦ふすま (素材
舎、三重) 10 gを三角フラスコに入れた。この後、5.0% EGCGを含むCzapex-Dox改
変培地 10 mlを分注し、オートクレーブ (121℃、15分間) で滅菌した。 
 
3.2.3.2 植菌および培養条件 





固体培養では一定時間ごとに0.5 gずつ採取し、20 mlの80% エタノールを加え3












3.2.5 培養上清および各種醗酵茶中のTeadenol AおよびTeadenol Bの定量 
 サンプリングした培地上清および各種醗酵茶の抽出液はTeadenol Aおよび
Teadenol B の含量を測定するため HPLC 分析に供した。 HPLC は PU-2089 
Quaternary Gradient Pump (日本分光、東京 ) を用いて、検出器はUV-2075 
Intelligent UV/VIS detector (日本分光、東京) を用いた。カラムはTSK-gel ODS 
80TS (Φ4.6 ×250 mm 、5 μm、東ソー、東京)を使用し、移動相は (A) 1.0% Acetic 






総ポリフェノール含量はFolin-Ciocalteau法を用いて測定した (Singleton et al., 
1999)。液体培養の培養上清は、エバポレーターで濃縮した濃縮液をサンプルとして
使用した。また、茶葉中の総ポリフェノール含量は3.2.4と同様の濃縮した抽出液を
用いた。各サンプル500 μlに市販2 N Folin-Ciocalteu regent (Sigma-aldrich、St. 
Louis、MO、USA) の10倍希釈液 (終濃度 0.2 N) 2.5 mlを添加し、さらに炭酸ナト
リウム溶液 (75 g/L) 2.0 mlを加えた。この混合液を室温で2時間放置し、760 nmの
吸光度を測定した。標準品として没食子酸 (Sigma-aldrich、St. Louis、MO、USA) 
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3.3.1 液体培養によるTeadenol AおよびTeadenol Bの生産 
 
3.3.1.1 培地成分およびEGCG添加濃度の影響 
既報に従い0.1% EGCGのみを含む培地を用いてAspergillus sp. (FARM AP-
21280) を培養し、培養上清をHPLCにより分析した結果、目的としたTeadenol Aお
よびTeadenol Bの存在は確認されなかった (Fig. 10)。他の培地成分を含まず、 
EGCGのみを含む培地を用いた本実験では微生物の増殖がほとんど観察されなかっ
た。そこで、他の培地成分を添加して培養を行うことにした。 






でそれぞれ5.41 ± 1.29 μg/ml、0.22 ± 0.25 mg/ml、0.61 ± 0.04 mg/ml、1.25 ± 0.33 
mg/ml、1.56 ± 0.04 mg/mlであった。Teadenol Bも0.1%、1.0%、2.0%、5.0%、
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7.0% EGCG含有培地いずれにおいても19日目が最大でそれぞれ30.9 ± 4.17 μg/ml、






EGCG 5.0%含有培地が最もTeadenol AおよびTeadenol B産生に適切な濃度と判断し
た。 
Czapex-Dox培地は微生物の成長に関する比較研究に古くから使われている 
(Raper and Fennell, 1965)。液体培養でTeadenol AおよびTeadenol Bを生産するた
め、Sucroseの含量を3.0%から0.5%に減らし、pHは6.0に調整した。  
カテキンはアルカリ条件では不安定であり、酸性条件では安定であることが報告
されている (Zhong et al., 2008; Xie et al., 2013)。また、Aspergillusは炭素原から
クエン酸を生成するので (Xu et al., 1989)、Sucroseの含量を低くするとともにpH
も6.0に調整したCzapex-Dox改変培地を本実験では用いた。 
EGCGは茶葉に多量 (約50%以上) に含まれているカテキンであり、この EGCG
を用いて茶の品質を評価している (Wang and Helliwell, 2000; Xie et al., 2013)。
GCGはEGCGの異性体であり茶葉に微量に含まれており、EGCGより高い生物活性
が報告されている (Ikeda et al., 2003; Sang et al., 2005)。EGCGの異性化は高温条
件下でよく進行し、オートクレーブを用いることでEGCGからGCGが生成すること
が知られている (Kolarić and Šunjić, 1996; Ikeda et al., 2003; Huang et al., 2004; 
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調べた。その結果をFig. 12およびTable 5に示す。5.0% EGCG含有培地に緑茶粉末






2.54 ± 0.41 mg/ml、3.22 ± 0.23 mg/ml、2.85 ± 0.40 mg/ml、2.66 ± 0.26 mg/mlであ
った。Teadenol Bも同様に19日目が最大でそれぞれ3.05 ± 0.31 mg/ml、4.49 ± 0.38 
mg/ml、3.73 ± 0.57 mg/ml、3.70 ± 0.27 mg/mlであった。この結果から、Teadenol 
AおよびTeadenol Bの生成に5.0% EGCGと1.0% 緑茶粉末含有培地が最適であるこ
とが確認された。この培地での生成量は緑茶粉末無添加の5.0% EGCG含有培地より







できなかった。Teadenol Aは1.0% 緑茶粉末含有培地で6日目で最大で0.78 ± 0.36 




場合よりγ-Aminobutyric acid (GABA) などの代謝物の生成量が増加した。また、
Teadenol AはEGCGから、Teadenol BはTeadenol AのエピマーとしてGCGからほぼ
同様な経路で生成される。Teadenol Aは、最初にEGCGがAspergillusの酵素により
加水分解されEGCになり、EGCのBリングがジオキシゲナーゼにより二酸化物が生




3.3.2 固体培養によるTeadenol AおよびTeadenol Bの生産 







サンプリングし、80% EtOH 20 mlで抽出したものを加水に用いた培地 ml当たりに
換算した。固体培養におけるTeadenol Aの生成量は1.0%および2.0% 緑茶粉末含有
培地で培地 ml当たり、それぞれ0.30 ± 0.08 mg、0.34 ± 0.07 mgであった。一方、










をTable 6に、Teadenol類定量のHPLC分析の結果をFig. 15に示す。 
表 6より、培養上清の総ポリフェノール含量は8.09 ± 0.06 mg GAE/mlであり、






在している。一方、山吹撫子の抽出液の総ポリフェノール含量は1.21 ± 0.03 mg 
GAE/mlであり、Teadenol AおよびTeadenol Bの含量は、それぞれ3.10 ± 2.52、




プーアル茶の抽出液の総ポリフェノール含量は0.16 ± 0.01 mg GAE/mlであったが、
Teadenol AおよびTeadenol Bは検出されなかった。しかし、日本産茶葉使用のプー
アル茶の抽出液の総ポリフェノール含量は0.53 ± 0.01 mg GAE/mlであり、




(Wulandari et al., 2011a; Ishimaru et al., 2012b)。プーアル茶は多くの微生物
Asperillus、Rhizopus、Penicillium、Saccharomycesなどが醗酵過程で関与し、長
時間室温で醗酵を行っているので、醗酵温度、湿度、光条件などの要因により構成
成分の差異が認められ、さらに未知の代謝産物が生成される (Jiang et al., 2011; 
Wulandari et al., 2011a; Ishimaru et al., 2012b; Yamazaki et al., 2013)。従って
Teadenol類の含量も少ない結果となったと考えられる。また、Ishimaruら (2012b) 






















































































Fig. 10．Time Course for the Production of Teadenol A and Teadenol B in 0.1% 
EGCG Solution. Symbols; ◇, EGCG; □, GCG; △, teadenol A; ○ ,teadenol B. The 































































































































































































Fig. 11．Time Course for the Production of Teadenol A and Teadenol B in the 
Modified Czapek-Dox Medium Containing EGCG. Symbols; ◇, EGCG; □, GCG; △, 
teadenol A; ○,teadenol B. The data represent means ± SD in triplicate. 





































































































































































































































Fig. 13．Time Course for the Production of Teadenol A and Teadenol B in the 
Modified Czapek-Dox Medium Containing Green Tea Powder. Symbols; ◇, EGCG; 
□, GCG; △, teadenol A; ○,teadenol B. The data represent means ± SD in triplicate. 
(A), 1.0% green tea powder; (B), 2.0% green tea powder. 











































































































Fig. 14．Time Course for the Production of Teadenol A and Teadenol B by Solid 
Culture on Wheat Bran Containing Modified Czapek-Dox Medium. Symbols; ◇, 
EGCG; □ , GCG; △, teadenol A; ○ ,teadenol B. The data represent means ± SD in 
triplicate. 





























Fig. 15. HPLC Chromatograms of Extracts of Commercial Post Fermented Tea 
(Yamabuki-Nadeshiko) (A) and the Culture Filtrate of Aspergillus sp. Grown on 
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り、有機酸や酵素の生産に広く使用されている (Buzina, 2013; Pariza and Johnson, 
2001)。Aspergillusは醗酵食品の製造に広く使用されるが、特に微生物醗酵茶であ
るプーアル茶中に見いだされる微生物の1つでもある (Zhao et al., 2015)。しかし、
Aspergillusの一部は人体に有害な影響を及ぼすと報告されている。Aspergillus 
flavusおよびAspergillus parasiticusは湿度の高い環境でAflatoxinを生産し、
Aspergillus ochraceusやAspergillus carbonariusはFumonisinsおよびOchratoxin A
を生産する (Meca and Ritieni, 2009)。Aspergillus nigerはOchratoxin Aを生成し、
Aspergillus nigerの3~10%は毒性成分を生成する菌株である (Schuster et al., 2002)。 
Aspergillus sp. (FARM AP-21280) は日本で伝統的に使用されている黒麹から単
離された微生物である。この微生物を用いた微生物醗酵茶から新規ポリフェノール
成分であるTeadenol AおよびTeadenol Bが分離された (Wulandari et al., 2011b)。
しかし、Aspergillus sp. (FARM AP-21280) を用いた微生物醗酵茶中のTeadenol A
およびTeadenol Bの含量は非常に微量であるために (Wulandari et al., 2011a; 












4.2.1 液体培養によるTeadenol AおよびTeadenol Bの生産 
培地は、第三章と同様にCzapek-Dox改変培地を基本培地とし、EGCGおよび緑茶
パウダーの濃度がそれぞれ終濃度5.0%、1.0%になるよう溶解し、4 N HClでpH 6.0
に調整した。その後、振とうフラスコ (500 ml容) に100 mlずつ分注し、オートク




4.2.2 カラムクロマトグラフィーによるTeadenol AおよびTeadenol Bの分離 
ろ液はロータリーエバポレーターを用いて150 mlまで濃縮し、この濃縮液を
Sephadex LH-20 カラム (Φ3.5 × 44 cm、GE Healthcare、Little Chalfont、UK)  
に流速 60 ml/hで負荷した。負荷後、400 mlの水で洗浄し、次いで20% エタノール、
40% エタノール、60% エタノール、80% エタノール、100% エタノールを各々
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400 mlずつ流し、カラムの吸着物を溶出した。60% エタノール画分および100% エ
タノール画分を回収し、それぞれロータリーエバポレーターで濃縮した。 
 
4.2.3 分取用HPLCによるTeadenol AおよびTeadenol Bの精製 
Sephadex LH-20カラムにより得られた60% エタノール画分および100% エタノ
ール画分の濃縮液を、分取用HPLCを用いて精製した。分取条件は第三章と同様に
行ったが、濃度勾配は90% A (0分) → 45% A (17分) → 42% A (30分) → 20% A (40分) 
とし、流速は3 ml/min、サンプルは700 μLを注入した。 
 
4.2.4 Teadenol AおよびTeadenol Bの純度検定 
HPLC分析は第三章と同様に行ったが、流速を0.4 ml/min、また濃度勾配は90% A 





4.3.1 Aspergillus sp.の液体培養によるTeadenol類の生産 
100 mlずつ分注した振とうフラスコ (500 ml容) 12本を19日間培養し、吸引濾過
し、上清を得た。12本の上清は総量は970 mlであり、Teadenol Aは2.73 g、
Teadenol Bは3.15 gが含まれていた。この上清の3分の1量 (Teadenol A 0.91 g、





培養上清からTeadenol AおよびTeadenol Bの精製を行った (Fig. 16)。培養上清の
HPLC分析結果をFig. 17Aに示す。HPLC分析の結果、Teadenol AおよびTeadenol 
Bのピークが主要成分として検出され、醗酵茶抽出液に比べて他の成分が非常に少な
いことからDiaion HP20による分画を行わず直接この培養上清をSephadex LH-20を
用いた分離に供した。各画分のHPLC分析結果 (Fig. 17Bおよび17D) より、60% 
エタノール溶出画分にTeadenol A、100% エタノール溶出画分にTeadenol Bが含ま
れていた。それぞれの画分を回収後、ロータリーエバポレーターで濃縮し、さらに
分取用HPLCでの精製を行った。その結果、HPLC分析において純度98%以上の
Teadenol AおよびTeadenol Bを得た (Fig. 17Cおよび17E)。Table 7に培養上清から
各分離ステップにおけるTeadenol類の収率を示す。Teadenol Aの最終収率は29.7％











類を醗酵茶葉からカラムクロマトグラフィーにより精製する (Wulandari et al., 






























































































Fig. 17. HPLC Chromatograms of Each Sample Obtained by Sequential Purification of 
Teadenol A and Teadenol B. 
(A), Culture filtrate of Aspergillus sp. (FARM AP-21280); (B), 60% EtOH fraction after 
Sephadex LH-20 column chromatography; (C), purified teadenol A; (D), 100% EtOH 
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Table 7. Summary of the Purification of Teadenol A and Teadenol B 
 Teadenol A Teadenol B 







Culture filtrate 0.91 100 1.05 100 
Sephadex LH20     
60% EtOH 0.52 57.1   
100% EtOH   0.65 59.0 
Preparative HPLC     
60% EtOH 0.27 29.7   











Aspergillus sp.(FARM AP-21280) のみを用いて醗酵した微生物醗酵茶が開発され、
その中に特有に含有するTeadenol AおよびTeadenol Bが単離された。その後、両化
合物に関する様々な生理活性の研究が報告されており (Yanagita et al., 2011a; 
Yanagita et al., 2011b)、両化合物は新しい抗メタボリックシンドローム成分として
期待されている (Wulandari et al., 2011c)。 
そこで本研究では、微生物醗酵茶に見いだされた特有のTeadenol Aおよび
Teadenol B標準品の単離方法を検討し、調製した標準品を用いて各種微生物醗酵茶
中のTeadenol AおよびTeadenol B含量を明らかにした。さらに、Aspergillus sp. 
(FARM AP-21280) を用いてTeadenol AおよびTeadenol Bの効率的な生産のための
培養条件の検討を行い、Teadenol AおよびTeadenol Bの大量調製を行った。 











Teadenol Aの方がTeadenol Bより分取収率が高かった。Fig. 9に示したTeadenol A
およびTeadenol BのDiaion HP20およびSephadex LH-20カラムクロマトグラフィ
ーによって分離した結果を比較すると、Teadenol Aの方が不純物が少ないため、
Teadenol AがTeadenol Bより効率的に精製できたことが明らかになった。 
第3章では、Teadenol AおよびTeadenol Bの効率的な生産のために、出発物質とし
てEGCGを添加した液体培養および固体培養の検討を行った。まず、既報に従って 
(Wulandari et al., 2011c) 培地としてEGCG溶液のみを用いてAspergillus sp. 
(FARM AP-21280) による液体培養を行った。この培養では菌の増殖がほとんど見
られず、培養上清をHPLCによって分析した結果、Teadenol AおよびTeadenol Bは
検出できなかった。そこで、Aspergillus sp. (FARM AP-21280) の増殖やTeadenol 
AおよびTeadenol Bの生産にCzapek-Dox改変培地を使用することとした。Czapek-
Dox培地は様々な糸状菌の培養に一般的に使用されている培地であり、特に
Aspergillusの培養や同定に広く使われる (Raper and Fennell, 1965)。Czapek-Dox






培地として使用することでAspergillus sp. (FARM AP-21280) によるTeadenol Aお
よびTeadenol Bの生産が可能であることが明らかとなった。また、EGCGおよび
GCGからTeadenol AおよびTeadenol Bが生合成されるという報告から (Wulandari 
et al., 2011c)、EGCGの含量が高いほどTeadenol AおよびTeadenol Bの生産量が増
加することも明らかになった。Teadenol AおよびTeadenol Bの生産量は、5.0% 
EGCG添加培地で1.25 ± 0.33 mg/ml、1.60 ± 0.34 mg/mlであり、7.0% EGCG添加








(Hou et al., 2009a)、緑茶粉末を添加して液体培養を行った。Czapek-Dox改変培地
にEGCGと緑茶粉末を添加し、それらを含んだ培地中でのAspergillus sp. (FARM 
AP-21280) の増殖、Teadenol AおよびTeadenol Bの生産量の経時変化を測定した。
5.0% EGCGと茶粉末を各濃度で添加したCzapek-Dox改変培地で培養したところ、
5.0% EGCGと1.0% 緑茶粉末を添加した培地で最も高いTeadenol AおよびTeadenol 
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考えられる。本研究で行ったAspergillus sp. (FARM AP-21280) による液体培養を
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